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tions do l f homir.e ou des animaux, telles que la grippe, 
la ma ladle des chiena ou la peste porcine. 

Dans le present mfiraoire, le terae "virus" 
englobe tous les virus qui sont vivanta aussi bien 
qu f inactivfis, c 'est-fi-dire, virus moi w w ••t + t^uds. 
La present e invention est largement applicable A des 
virus du type antigfene qui sont susceptiblos de provo- 
quer des maladies infectieusea chez l'homrce et chcz 
les animaux. Certains des nombrsux virus do ce type qui 
peuvent Stre soumis au procddfi de la prfioente invention 
sont: la rage, la parotidite 6pidermiquo, la Grippe, 
le parainfluenza, la variole vaccinique, l'encdphalo- 
my61it6quine, la nvaledie des chiena, la poliomy<Slito, 
l'encfiphalomyocardite, la peate porcine, l'enc6ph&li- 
te de St Louis, la fi&vre jaunc, l f adenovirus, la rou- 
geole, le coxackie, V ECHO et les virus froida 

coinmuns • 

Le terme milieu aqueux vise n f importe qusl 
systime de culture approprifi bien connu don ep6cialis- 
teo. Par exemplo, les milieux aqueux suivanta illus- 
trent des systdrnes de culture approprids: les tissus 
cellulaires avien, simien et humain ou les cultures 
de tissus; et les cultures de bouillons nutritifs. 

. Le proc6d£ de pr6paration du compos6 inter- 
mddiaire pr4cieux oxyde de fer magnfitique - virus 
vaccin de la pr£sente invention peut fitre effectud de 
deux f a^ons: 

a. on cultive un virus dans un milieu nutri- 
tif aqueux ou dans une culture de tissue en pr63ence 
d'oxyde de fer magndtique en particules ou 
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b* on dSveloppe d f ebord ce virus dans un 
milieu aqueux, on l f inactive, si on le d6sire,et on 
ajoute ensuite de l'oxyde de fer megnltique sous 
forme d'une poudre ou d'une suspension. 

Si le processus a* est suivi, il ne semble 
pas y avoir d'effot adverse sur les cultures de tis- 
sus et l'oxyde de fer utilise semble 6tre inoffensif 
pour les cellules qui continuent & so multiplier de 
fe^on no male. Par exemple, des concentrations d f oxy- 
de de fer comprises entre 0,1 mg environ et 0,$ ng 
environ/ml dons des cultures fibroplastes d'embryons- 
de poulet semblent avoir peu ou pas de toxicity vis- 
&-vis des cellules et la croissance continue en pr4- 
sonce de l'oxyde de fer pendant au moins 1 semaine. 
Des oeufs do poule embryonnfia vieux de 9 Jours aux- 
quels on a inoculd 10 mg de F^jOj dans - I'Mpace ch$ - 
rioallantoXque ae ddveloppent normalement pendant au 
moins 3 jours* 

On ne sait pas exactement si le complexe 
bxyde de fer-vaccin qui se forme est un simple melan- 
ge physique ou s'ii se produit une veritable liaison 
chimique. Cependant, comme l f adsorption presents es* 
favoris^e par des temperatures 61ev£es, cela indique 
qu 9 il se peut qu'il se soit forme une veritable liai- 
son chimique* Dans le cas du virus de la grippe, on a 
constats que l v adsorption augment e rapidement jusqu'A 
une efficacite mo xi male d f environ 10 mg/znl de fer A 
temperature ambiante en secouant pendant 30 minutes* 
On a constat^ en outre que cette adsorption est rela- 
tivement peu influence par les variations du pH de * 
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En ce qui concerne 1' oxyde de for magnfiti- 
que en particules, il peut 8tre de forme cubique ou 
aciculaire. On a constat que plus le calibre parti- 
culaire est' petit, et plus l f adsorption do virus de 
la suspension est efficace. N f importe quel traitement 
qui rend les particules plus poreuses et augmente 
leur surface, par exemple un traitement ant6rieur 4 
H aide de^HCl dilufi, confdre une amelioration & l*ef- 
ficacitS de 1» adsorption, Les meilleurs r^sultats, ce- 
pendant, sont donnes par un oxyde de fer magndtique 
qui a 6t3 broyd jusqu'A obtenir une fine poudre par 
un ?roc6d6 de broyage dans un broyeur & boulets. Une 
suspension aqueuse de cet oxyde de fer magndtique 
peut 8tre st6rilis<§e dans un autoclave & une pres- 
sion de vapeur de 1,06-1,40 kg/cm2 pendant 20 minutes. 

J)ans les buts recherch6s par la pr6sente 
invention, lorsqu»on utilise le terme "oxyde de fer", 
on vise le compost gamma Fe 2 0j. Bien que l f oxyde de 
fer magnfitique ayant la formule Fe 2 °3 soit de loin 
pr6f6r6 , il est. possible - et cette utilisation est 
comprise dans le pr^sente invention - d'utiliser n f im- 
porte quelle forme d f oxyde de fer qui soit de nature 
magnfitique; par exemple, on peut substituer & l'oxyde 
gamma Fe 2 0j, de fa<;on efficace, ,du Fe^,. du FeO ou 
n'importe quelle combinaison possible de ces deux 
oxyde s. 

Les complexes oXyde de for-virus vaccin de 
la pr£sente invention peuvent Stre enlevfis de fa<;on 
efficace de la solution par l f application d'un champ 
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magnetique ou par centrlf ligation & Vitesse peu 41ov<§e« 
L f enlevement k ecoulement continu et*. la capture dea, 
complexes' d* oxyde de f er peuvent Stre realises en fal- 
sant descendre les roati&rea k l*aide d f un aimant. Le 
complexe oxyde de fer-virus vaccin obtenu est tout k 
fait stable n'est pas affecte par des substances 
tampon do type borate ou citrate ou par ius tampons 
organiques en general • Par example, la viruc peut 
§tre enleve des complexes de fer par le citrate, le for- 
miate, le borate ou le glutamate de sodium. 1L<\ outre, 
la liaison rdsiste k une variwt-6 d'agenta tenair-ftOtif s 
ct de solvents* 

Cependant, on a constate qu'une dissociation 
efficace des complexes oxyde de fer - vaccin et une re- 
cuperation des virus adsorbds pouvaient 8tre r6alis<Ses 
par traitement k l'aide d'une solution aqueuse satur^e 
d'un sel de sodium d'un acide choisi parmi l'acide phos- 
phorique et l f acide carbonique. Les agents de dissocia- 
tion particuli&rement efficaces sont les solutions sa- 
turves de phosphate de sodium ou de bicarbonate de so- 
dium, qui donnent pour resultat la liberation des virus 
qui peuvent Stre ensuite isol6s aprds elimination de 
l f oxyde de fer par un airaant ou par centrifugation, 

Les exemples suivants illustrent les composes 
de la presente invention, lis sont donn6s k titre illus- 
tratif raais non limitatif # • 
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EXEMPLE I . 

Le tableau suivant illustrc l'efficacitd 
de l'oxyde de fer magndtique pour ddplacer six virus 
de la grippe diffdronts d'une suspension dans un 
fluide allantolque ihfectfi: 



Souche 
PR-8 
B/I.ee 
3/England 
Swine 
Jap 305 
Ann Arbor 



Concentration du vi- 
rus au depart 



Concentration du vi- 
rus restant dans le 
milieu surna^eant apr&s 
!• adsorption 



256 
8 



1 



960 * 
512 
128 
256 
256 
128 

X unit6s d^dmagglutination/ml, 
Toiites les souche s se trouvent dans des 
fluides allantolque sdceufs fraichement r£colt4s et 
non traitds* Apr 5s roSlange de chaque virus et de 
Fe^Oj, k une concentration de 20 mg/ml, 1* adsorption 
est offectuie k temperature ambiante dans un secoueur 
orbital pendant 30 minutes. A la fin de cette perio- 
ds, le complexe oxyde de fer - virus est attir£- vers 
la base du receptacle de verre par un aidant do for- 
te puissance et le fluide clair surnageant est cnle- 
v6 et test6 pour dficeler son aptitude k hemar^lutiner 
des Erythrocytes de poulet, eels constituent une in- 
dication sensible de la presence de virus de la grip- 
pe r6siduel. . Le tableau donn6 ci-dossus montre qu f 
une activity du virus considerable est eiimin6e du 
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fluide surnageent epr6s ddplacement du complexe oxy- 
do de far - virus de la solution, 

EXS'.PLS II , 

D'une manidre similaire au processus indiqu6 
dans l'exemple I, on rdalise un complexe d f un virus de 
la polioroyfilite, de type Sabin II, avec de I'oxyde de 
fer, et on obtient des r6sultats comparables. 

EXEKPLE III, 

Le tableau c£-dessous montre l f interdfipen- 

dance de la concentration de l'oxyde de fer et de l f ad- 

sorption du virus de la grippe, la souche BR-8. Dans 

cet exeraple, ie virus adsorb^ est ensuite 61u<5 du FejO^ 

& l f aide de phosphate de sodium dibasique & 10 f5. 

Determination de la quantity optimale de Fe 2 0~ pour 
l'adsorption du virus. 



Cone* du virus 

Oxyde de fer dans le milieu Cone, du virus 

mg/ml d f adsorption dans l'filuat 

, gui surname - 

0 960 it 

1,0 640 480 

2,5 480 640 

5,0 160 640 

7,5 120 960 

10 40 960 

15 • 20 960 

20 4 . 960 

40 2 640 



A HA/1,0 ml. 
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On a ajout6 k un fluide allantolque d'oouf 
lnfect<S des quantitds appropri£es d'oxyde de fer. 
Lea- melanges ont ensuite 6t6 secouds en 30 minu- 
tes k temperature ambiante, eprds quol lea comple- 
xes oxyde de fer-virus ont 6t6 enlevfis k l , aide 
d f un aimant et lea liquides surnageants mis au re- 
but. Le sediment a ensuite 6t6 61ue k l'aide de 
Na^HP0 7 • 7 H 2 0 k 10 % en secouant pendant 10 mi- 
nutes, l*oxyde de fer a 6t6 k nouveau enlev6 et le 
fluid a surnageent titrS pour d$celer sa teneur en 
virus rtJsiducl 

Cela montre clairement que I'adsorption 
auffr.ent?; rapidcmont jusqu'A una efficacitfi maxima- 
le d* environ 10 rr.^/ml et que toute l f activit6 ini- 
tial© oat r6cup£roe dans l'61uat issu du complex© 
Fe 2 0^-virus trait6 k l f aide de phosphate. 

EXEKPLF. IV, 
Lo tableau ci-dessous montre la dissocia- 
tion efficace d f un virus de la grippe PR-8 du com- 
plexe d» oxyde de fer correspondent : 

Elution avec 10 £ Na 2 HP0, ,7H 2 0 Concentration 

^ du virus 

initiale . 960 A 

solution saline physiologique 

de lavage de Fe 2 0j + virus 30 

extraits cone. 5 X dans Na 2 HP0 4 3B40 

Elution avec Q # Ma HCO - (satur<S ) 

initiale ^ # 960 

milieu d f adsorption surnageant .30 



solution saline physiologique 
de lavage de Fe 2 °3 + virus 

extraits cone. 5 X dans NaHCO^. 
x ha/:,o ml. 
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La aouche FR-a do la srippe aat adaor- 
bde k partir do fluids allanto.tquedbeuf A 1'aide 
de 20 mg/ml do Fe~0 o on aecouant a la .temperature 
erabifcnte pendant 2C minutes* L*3 cosnploxa d'oxydo 

fer-virus eat enauite enlevo A l'alde da l'ai- 
mant at. let. :\i v* i aurr^r-v^ar-t.s ^itnSSj puia mis au 
rebut, he sea'-wen". cs> re:ni*a 3/; -nu^p^nsr.^ri dans 
una solution d« rhln-ur* d* r- ologi^ 

pour le laver, yn^ui v<? II a or e^sn^.^r^ent r*±cu- 
pfir6 et lea 'fluid*.;* de lava jr.*. n;ir> rol;ut , Lo 
diment conatituS d'oxyde d» i'er ov. d* . -vs a*sor- 
b6 eat enauite romia en auapenaion dana un cinqui&~ 
me de volume du fluide initial du aol de sodium in- 
diqu4 ci-desaua pour diaaocier le virua, et ce ad- 
diment eat enauite titrd pour d6celer sa teneur en 
hfimagglutinine, 

EXEMPLB V , 

Le tableau ci-deaaoua donne lea rdponaea 
en anticorpa chez dea cobayee qui ont 6t6 vaccinda 
k l'aide d f une 8eule doae d f un vaccin de la grippe 
inactive polyvalent de 5 aouchea, lea conatituanta 
de ce vaccin 6tant concentr6a par adaorption aur de 
l'oxyde de fer et enauite 61uda pour donner un con- 
cent rat, comme dans 1* exempt e IV. 
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Concentration de S anti^nea do gri ppe at..- r.:- ' cn-.H e 
ferrique et r^ponse en anticorpa chea doa cobayea vaccinia 

Titrea do virus pendant le 
traiterr.cnt par le vaccint _ 



I. 



Souchea do virus 



Matiero 



AA PR-8 Jap 170 B/Kd. B/l,ec 



fluide recolt6 dans 
lea oeufs 

voce in monovalent 
(orig.) 

milieu aurnageant 
issu de 1'udaorb. 
par Fe2°3 

milieu aurnageant 
concentre 10 X 

veritable concen- 
tration baaee aur 
HA 



640 A .2560 
6/»0 2560 



128 

5120 
8X 



128 

32000 
12, 5X 



160 
160 
4 

640 
4X 



80 
80 
4 

640 
8X 



320 
320 
64 

2560 
8X 



* Unites HA/0,5 ml 



II. 

Vaccin inlecte par voie intramuacula ire 0.5 ml 
original 128 A 512 32 16 

25 25 1 1 



liquide aurnageant 
issu de Fe 2 0j 

concentre 10X 



III. 



1024 6400 128 128 
* unitee HA/0,5 ml 

Souchcs do virus 



6U 
512 



Katlfere 
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titrea d'anticorp© 
dea a6ruin3 de cobayee 
vaccination aprfcs 3 
aemaines avec les 5 
vacclns month s 



original 
» 

milieu aurnageant 
polyvalent cone. 



10 it 



10 



" ! i milieu aurnageant 
V polyvalent cone; 10X 40 



40 320 
20 20 
80 80 



10 

20 
10 



10 

10 
10 



miliou surnageant 

polyvalent cone, 10 10 20 10 10 

milieu surnageant 

polyvalent cone 10X 80 80 80 20 20 

* titre HAI- inverse de la dilution 
du s6nm 

moyenne g6omdtria\ie 
des titres des sc-rums 
individuels 

15 animaux - original 3,2 8,2 5,0 2,5 1,8 

15 animaux - milieu 

surnageant 2,1 3,9 1,8 3,1 1,4 

11 animaux - milieu 26,3 42,6 15,2 13,7 6,7 

surnageant 
concentrfi 
10 X 

V. 



Concentration en prot6ines ugm/ml 



originale 


1125 


760 


1900 


310 


360 


milieu surnageant 
monovalent 


375 


300 


450 


105 


150 


10 X 


1325 


480' 


1040 


300 


575 


VI. 












concentration totale 

u.'rm/ml 


d'asote 










originale 


654,3 


609 


693 


610 


620 


milieu surnageant 


551 


622 


594 


620 


575 


10 X 


109 


5a 


81 


24 


44 



VII. 

analyse du for - re stent dans le vaccin- 

Ufrm/ml 



original 
10 X 



<0,2 <0,2. <0,2 <0,2 <0.2 
<T0,2- <T0,2 <0,2 0,8 2,0 
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Leo rdsultats montrfis lndiquent qu'il est 
possible de concentrer et de purifier des antigfcnes 
de' virus de la grippe par ce procfidfi et de produire 
des taux d'anticorps era41ior$s chez un h&te vaccin6. 

EXEKPLE VI. 
Le vaccin biologique pr6par6 par le pro- 
c4d6 d6crit dans l'exemple 4 susmentionnd retient 
sa stability antig&ne pendant des p^riodes de temps 
prolong^es, comme montr6 dans l'exemple suivant: 
Intention des tltres HA dans les virus de la grippe 
concentres 10 X par le processus d y ad3orptio n h l T oxv- 
de ferrioue et 3tock6s h 5°C pendant 56 jours. 

AA PR-8 Jan 170 B/Md » B/l>ee_ 

•initiale 5120 32 000 640 640 2650 

aprfcs stcckage 5120 10 000 640 1280 5120 

EXEMPLE VII « 
Le processus de l f exemple I est r&p6t6, <^ans 
lequel les souches de ferippe montrSs sont d6velopp6s 
dens le fluide allantolque de l'oeuf simultandment en 
presence de I'oxyde de fer en particules. On obtient 
& peu prfcs les mSroes r^sultats, ce qui indique qu f il 
n*y a pas d'effets lat6raux resultant de la presence 
de l f oxydo de fer pendant la phase de.la culture. Ex- 
p^rimentalement, une suspension de l»oxyde de fer est 
inoculde avec le virus dan* les oeufs. Des tfimoins 
sont figalement pr£par6s qui contiennent le virus seul. 
Les oeufs obtenus sont incubfis pendant 48'heures & 
35°C # apr&s quoi la teneur en virus du fluide allan- 
tolque dans les oeufs trait6s et dans les oeufs non 
trait6s servant de t&noins eat d6termin<Se. Par compa- 
rison, on oe rend compte que les rfisultots sont s,en- 
oiblomont equivalents. 
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REVENDICATIONS o 

l»-.Procddd am61iord pour concentrer at 
purifier des vaccins biologiques, caract4ris£ en 
ce qu'on met en contact un virus mis «n suspension 
dans un milieu aqueux avec un oxyde de far magn£~ 
•iique p-articulaire et en ce qu*or. s<§pare le cample- 
xe oxyde die £ei m ~ virua /acsin ofrt^nu rlo cm milieu* 

2*- ?roc$d£ suivantla ru'endiesv. ..^n l t 
caracw4riad -3n ce que la separation pr£cit:4e ^**t ef.» 
fectu£e on eppliquant un char^p iiognitiqu-3 . 

3 t ~ Procficto auivant id r ivencitr -.v::- I, 
caract6ris6 eh ce que le virus eat un yin-.-* c*; la grip™ 

* Procddfi suivant la revendi cation 1, 
caract6ris£ en ce que le virus eat un virus d e la po- 
liomy^lite. 

5. - Proc6d6 suivant la revendication 1, 
caract6ris6 en ce que le virus est cultiv6 dans un 
milieu aqueux en presence de l f oxyde de fer particu- 
late. 

6. - Proc4d6 suivant la revendication 1 # 
caract6risd en ce que le complexe oxyde de fer-vi- 
rus vaccin est trait* k l*aide d f une solution aqueu- 
8e saturfie d'un.'ael de sodium d'un acide choisi par- 
mi l'acide phosphorique et l'acide carbonique et en 
ce que le viru3 ainsi dissoci* est r6cup6r6. 

7. - ^Composition de vaccin magnfitiquement 
susceptible, caract6ris6 en- ce qu'elle comprend un 
oxyde de fer magnfitique en parvicules qui forme un 
complexe avec un virus* 



